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　　　　　　　　最大潜在寿命（年）
　　図1：肝臓中のSOD活性と霊長類の潜在寿命
　文献7より作成．酵素活性値は，比代謝率あたりの比活
性，（units／mg　protein）ノ（ca］ノ穎day）を示す．　SODの活性
は，細胞質Cu／Zn－SODと，ミトコンドリアに由来する僅少
のMn－SODの活性を捉えている．グラフの傾向は，脳，心
臓においても同様であった．
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性が比例関係にある7），という考察は興味深い（図
1）．寿命の長い生物は，酸化ストレスに対する
サバイバル機能の進化を獲得したもの，といえ
る．歯周ポケットのような高度に嫌気的な条件下
にあると考えられる部位においても，Porρhor－
romonαs　gingiuαlis（以下，ジンジバリス菌と略
す）の様な偏性嫌気性菌でさえ，SODを獲得し
ている8－1°）．本菌の酸化ストレス防御機構につい
ては，他に菌体表層部に結合させたヘミンも利用
しているという報告もあるが未解明の部分が多
く11“14），本稿ではSODについて考えてみる．
2．歯周ポケットの酸素環境は前カンブリア紀の
　海を連想させる
　歯周ポケットの環境について考えてみる．それ
は無酸素ともいえる一方，歯周病原菌であるジン
ジバリス菌がSODを獲得せざるを得ない程の無
視できない酸化ストレスを与えている環境であ
る．
　先ずは，我々の体内の酸素環境をみておきた
い．
　「酸素を体の隅々までに」というのはエアロビ
クスの謳い文句であるが，体内に酸素がむき出し
にある訳ではない．血中ではヘモグロビンに結合
した状態で存在し，溶存酸素の状態であるのは
0．3％に過ぎない、大気中の酸素分圧は150
mmHg，動脈血酸素分圧はおよそ100　mmHgで
あるが，組織においては40mmHg，末端の細胞
内はヘモグロビンから遊離して拡散した酸素で1
～10mmHg，エネルギー代謝の中枢を担う酸素
消費機関であるミトコンドリアでは0．5mmHg
以下でしかない1）．何れにせよ，我々の体内は，
酸素が危険物であるからこそ出来うる限り無酸素
状態に保っており，微量の酸素は効率よく消費さ
れているといえる．
　さて，ヒト歯周ポケット内の酸素は，Mattraux
らの…報告では111例の測定結果から，平均13．3
（範囲は5－27）mmHg，ポケットの深さが5－6　mm
では15．OmmHg，同7－－9　mmでは11．6mmHgで
あった15）．Tanakaらの報告16）では，32例から平
均27．2（範囲は6．7～52．0）mmHgで，ポケット
の深化に伴う酸素分圧の減少も同様に観察してい
る．これらの値は静脈血の分圧（20～40mm且g）
以下であり，また，ポケット内でも酸素はヘモグ
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Uビンに結合しており，遊離酸素は体細胞並の濃
度であろう．一方，炎症歯肉はヘモグロビン含量
が健全歯肉よりも有意に増加しているが，ヘモグ
ロビンの酸素飽和度は明らかに減少しているの
で，酸素を歯周ポケットの要求に従って供給して
いるように考えられたエ5・　17）．ロ腔は呼気の出入り
口であり，食餌の入り口でもあるために，唾液は
もとより歯肉間隙，歯周ポケット中にエイリアン
防御機構として分泌型免疫グロブリン，リゾチー
ム，白血球などを備えている．実際，ロ腔内好中
球に種々の化学物質刺激を与えると，2分以内に
最高値を示すような応答をおこして各種の活性酸
素を産生している’8）．従って，好中球のNADPH
酸化酵素やミエロペルオキシダーゼが歯周ポケッ
トでエイリアン防御のために酸素を消費し，絶え
ず活性酸素を発生させているのが歯周ポケットの
環境であるとV．’える．好中球の発生する活性酸素
は，歯周組織の結合組織成分を破壊して炎症の悪
化ももたらし19），ジンジバリス菌の増殖に環境を
整えてしまっている．このような環境において，
ジンジバリス菌はSODを持つことが生育・サバ
イバルの第一戦略であった．そして，この戦略
は，ジンジバリス菌も含めた細菌の祖先が太古の
地球でとったサバイバル戦略，そのものであっ
た．
　図2は地球大気中の酸素濃度と，生命の歴史で
ある2°・21）．原始地球の大気は水分子の紫外線分解
（Urey反応）による酸素しか含まず，現在の
1／1万の濃度でしかなかった．35億年前，紫外
線の達しない水深10m以下の海で化学進化の結
果として生命が誕生した22）が，有限である有機物
以外にエネルギー源を求め，無限の太陽エネル
ギーを利用できるラン藻（真正細菌）が誕生した
のは32億年前といわれる．生命の系統樹でラン藻
よりも古いイオウ細菌23・24）や，古細菌のメタン生
成菌がSODをもっている25）ことは，真正細菌と
古細菌の分岐する時点で既に生物（偏性嫌気性）
はSODをもっていたことを示唆している．　Urey
反応レベルの酸素濃度でさえ，生物にとっては大
きな障害であった証拠である．
　ラン藻の光合成によって，廃棄物として酸素が
発生する（2H20→4H＋02↑）と，酸素は海水
中の鉄イオンを酸化沈殿させ，現在に残る鉄鉱床
を形成する．海水中の遊離酸素が徐々に増え，好
一
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　　　　　　　図2：地球大気酸素濃度の変遷と生命の歴史
文献20の一部を改変．石炭紀の大森林時代は，現在の2倍の酸素が存在していたという．
気性細菌が誕生したのは22億年前といわれる．遊
離酸素による酸化ストレスがいかに激烈であり，
その抗酸化ストレス進化がいかに困難であったか
は，ラン藻誕生から好気性生物誕生まで10億年を
要していることからも判る（因みに，多細胞生物
の出現から現在までが6億年である）．大気中に
酸素が出現するのは20億年前であるが，この間に
酸化ストレスに対するサバイバル機構を獲i得でき
なかった原始生物は滅亡していったであろう．
　6億年前になると，大気中の酸素は現在の
1／100に上昇する．この濃度は微生物学上で重要
であり，酵母はアルコール発酵から好気的呼吸に
切り替え，ワインが酢になってしまう、通性嫌気
性生物で一般的に見られるこの酸素濃度は，発見
者の名をとってパスツール点という．偏性嫌気性
菌は，この濃度以上では生育できない．多細胞生
物の出現はこの酸素濃度の前後と推測され，次い
で突如カンブリア爆発と呼ばれる生命の進化上の
大事件がおきている．さらに2億年を経て酸素濃
度が現在の1／10になると，オゾン層の形成で有
害な紫外線が地上に届かなくなり，生命は陸上へ
進出して現在の生命圏を築く．歯周ポケット内の
酸素濃度（分圧）はパスツール点以下であるが，
ジンジバリス菌にとってSOD（P．　g．　SOD）は生
育に必須の酸化ストレス防御機構であった．
3．P．　g．　SODがSODの分子進化を考える材料
　として適している理由
〈SODの種類＞SODは，その活性依存の金属
によって以下の4タイプに分けられる6）．
　i　真核生物細胞に存在する銅・亜鉛を含む酵
　　素（Cu，　Z11－SOD），
　ii　原核生物と植物の葉緑体に存在する鉄を含
　　む酵素（Fe－SOD），
　iii原核生物とミトコンドリアのマトリクスに
　　存在するマンガンを含む酵素（Mn－SOD），
　iv　原核生物で見出されたニッケルを含む酵素
　　（Ni－SOD）
　この内，Mn－SODとFe－SODとはアミノ酸
配列で33～53％という高い相同性を示すが，他の
一SODとは配列の全領域で共通部分を見いだせ
ない26）．従って，原始的酵素タンパク質が結合し
た金属の種類によって，SODの分子進化には以
下の3系統があると考えられる．
　①Cuを選択してさらにZnを加えた系
　②Niを選択した系
　③始めは金属選択性に寛容であったが，後に
　　MnあるいはFe依存性を高めて2つに分か
　　れていった系
　即ち，Mn－SODとFe－SODとは共通の祖先
型タンパク質から進化した酵素であろう．一方，
Fe－SODとMn－SODは，立体構造も類似し配
位子アミノ酸の種類と配置も同じであるにもかか
わらず，活性発現と金属選択性の関係で2つのグ
ループが存在する．即ち，
　i　FeおよびMnの各々に非常に高い特異性
　　が現れるグループと，
　ii特異性が低くFeでもMnでも活性を示す
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　　グループ
…の2グループである．後者のグループは，ラテ
ン語の「交換可能」という意味のcambialisから
cambialistic　enzymeL”と呼ばれている．金属を
置換後も，ほぼ同様な活性を示す酵素として典
型的なものがP．g．　SOD：’s－：｛川とプロピオン酸菌
Propionibacterium　shermαniiのSOD31’s！）であ
り，金属の依存性はMn／Fe＝1．2～1．5である．
他に，麟蝕原性一dVコ　StreptOCOCCUS　mutαns　L7・　：‘：‘’，好
気性超好熱始原菌Pyro6αC吻m　cαZ泌伽ε」8㌣
根粒菌Sinorhi．zobium　meliloti．：15「，非酸素発生型
の光合成細菌Rhodobαcter　cαpsulαtus“’；∫のSOD
もcambialistic　SODに属するが，金属の依存性
はいずれもMnに高く，Mn型酵素の例外ともい
える．従って，P．　g．　SODとP．　shermαniiのSOD
の2種が，上述の祖先型タンパク質に近い構造を
保った「進化途上の酵素」であると考えている．
〈P．　g．SODの性質＞P．　g．　SODの化学的性質
は，191個のアミノ酸からなる分子量21，501Da
の酵素であり，アミノ酸配列としてFe－SODと
は44～51％，Mn－SODとは40～45％の相同性が
ある（図3）“’“［．しかし，Fe－SODファミリーの
中では65～74％，Mn－SODファミリーの中では
42～60％の相同性があるので，この点でも両ファ
ミリーの中間に位置する酵素である．
　さて，菌種によっては，大腸菌のようにMn－
SODとFe－SODの両方を持つ場合もあるt”が，
ジンジバリス菌は1つの遺伝子から作られる1つ
N
く」，
己．
　　　　　図4：P．　g．SODのs’i．体構造
　1．8Aの分解能で得たX線結品解析結果から作図L”／／．7本
のαヘリックスと3本のβシート構造が見られる．実際の
酵素は1　1－f，1：体である．
の酵素しかない．最初の報告はAmano　Aら281に
よるもので，嫌気下で対数増殖期まで培養したジ
ンジバリス菌はFe－SODを合成しているのに対
し，これを通気下で増殖し続けると，好気下では
Mn－SODに変換していた．また，その両酵素を
精製し，酵素化学的性質と一一次構造ごを比較した
結果，両酵素は同一のタンパク質であり，P．　gin－
givαlisのSODは1つの遺伝子に由来する．と
結論した．この成果から，
　i　Rg．　SODの酸化ストレスに対するサバイ
　　バル機構は，タンパク質の使い回しという最
　　小限 負担で済ませた．
　ii　使い回しのために，　P．　g．　SODの金属の選
　　択性は寛容になった．
…と考えられる．好気下で酸化還元電位が上昇す
ると，Feは酵素タンパク質と結合できなくな
り，代わりにMnが結合するのであろう．次の
問題は，金属の寛容性を与えている構造の解明で
ある．
4．P．　g．　SODの構造の特徴は見出しにくい
　私たちは，P．　g．　sODのタンパク質丁学的研究
を行うために，SOD組換え分子をE．　coliにおい
て過剰発現系へ再構築し，精製法の確立に成功し
だ7‘．次いで結晶解析に成功した結果（図4）yG’，
金属配位環境に存在する個々のアミノ酸残基の役
割を推定することが可能になった．この結果を，
既に報告されているMn－SOD，　Fe－SODおよび
cambialistic　SODの立体構造と比較すると，3
種SODは驚くほどポリペプチド鎖の折りたたま
れ方が類似していた．
　活性金属は水平方向（エクアトリアル位）にあ
る2つのHis　27＆74とAsp　l57によって配位さ
れ，また軸方向（アキシアル位）にあるHis　161
と溶媒分子（H20）が配位している．軸方向の溶
媒分子は酸化された酵素中の水酸基であり，還元
型では水であると考えられる（図5）．
　このようにMn－SODとFe－SODは配位子が
同じであり，その構造に高い類似性があることが
判明したが，もし，配位環境が全く同じであるな
らば，Mn－SODとFe－SODの金属を入れ替え
ても酵素活性を示すはずである．しかし，Mn－
SODと2つのFe－SODの金属置換実験の結果は
何れのSODも他方の金属で置換した酵素を得る
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右は，Gln　70　Gly，　Ala　142　Glnの2残基変異酵素の推定構造．
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図6：Mn－SODとFe－SODの可視部吸収スペクトルの比較
　（A）1．Serrαtiα　mαrcescens由来のMn－SOD（Mn特異
　　的SOD）を金属除去後Feで再構成した酵素；2．
　　Pseudomonαs　ovαlis由来のFe－SOD（Fe特異的
　　SOD）；W．野生型RgSODをFeで再構成した酵
　　素；M．Gly　155　Thr変異且gSODをFeで再構成し
　　た酵素
　（B）1．human　Mn－SOD；W．野生n9　P．　g．　SODをMn
　　で再構成した酵素；M．Gly　155　Thr変異P．　g．　SODを
　　Mnで再構成した酵素
ことは出来るが酵素活性は示さず，各SODの活
性発現に必要な金属の特異性は非常に高かった．
例外はcambialistic　SODとして分類される．図
6は，典型的なMn－SOD（Fe－SOD）から調製
したFe（Mn）置換酵素の可視部吸収スペクトル
であるが，活性金属によって金属の吸収帯が明ら
かに異なっている38）．また，高磁場電子スピン共
鳴スペクトルによる検討でも，金属によって明確
な相異が認められる39・4°）．これらの事実は，Mn－
SODとFe－SODで配位環境に何らかの違いがあ
ることを示唆している．
　一方，配位する溶媒分子は，配位子Asp　157と
水素結合を形成し，近傍のGln　70のアミド側鎖
とも相互作用しているが，興味あることにFe－
SODではこのGln残基は70位にあるが，　Mn－
SODでは142位になっており，この傾向は多くの
SODでみられた（残基の番号はいずれもP．　g．
SODの場合）．　Glu・142は，さらに高度に保存さ
れたTyr　35と水素結合を形成している．これら
の残基間において，活性にとって重要であると思
われる広範囲における水素結合のネットワーク
が，酵素活性発現時のプロトンの挙動と活性部位
pKを決定していると考えられる26・37”41）．活性金
属から半径8A以内では，この様な相異点しか観
察されない．
5．金属の寛容性を与えている構造；P．g．　SOD
　は祖先型で止まった
くP．g．　SODを完全な金属特異的酵素へ変化さ
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せられるか〉　「金属酵素はその活性に最も相応し
い金属をいかにして選ぶか」という問いは，生物
無機化学における最も興味深い課題の一つであ
る．同じ反応を触媒する金属酵素でも，配位子が
変わると最も効率良く働く金属が違ってくること
は良く知られているが，cambialistic　SODにお
ける金属選択の寛容性は特殊なだけに興味深い．
　立体構造の成果は，図3の一次構造から推察す
る場合とは比較にならない情報を与え，作業仮説
の作成にヒントを与える．一方，理論的には妥当
な仮説でも，「論より証拠」を出してみないと判
らない事が多い．P．　g．　SODをcambialisticにし
ているアミノ酸残基を決定するには，ターゲット
としたアミノ酸を変異させて完全なMn－SOD
（あるいはFe－SOD）に変化させられるかを実
証してみることである．私達は，一次構造の相異
でMn（Fe）－SODに特徴的なアミノ酸残基を選択
し，P．　g．　SODでターゲットのアミノ酸をMn
（Fe）－SODに特異的な残基に置換した状態を立
体構造でシュミレーションして妥当性を検討後，
部位特異的変異（site－directed　mu七agenesis）
によって実際に変異酵素を作製する作業を繰り返
した．
　先ず，P．　g．　SODの一次構造がFe－SODと相
同性が高く，相異点を見出すのが困難であったた
めMn－SODへの変異を試みた．上記のGln　70
とGln　142の問題である．図5にあるように，　Gln
70をGlyに置換する（Gln　70　Glyと略記する）
一方，Ala　142　Glnの変異を同時に導入し，　Mn－
SODと同様の一次構造に変異させた37）．立体構
造でのシュミレーションでは，P．　g．　SODとMn
－SODの間でAla　142までの主鎖コンフォメー
ションはほぼ一致しているが，Ala　142の先では
やや異なっていた．そのため，Ala　142　Glnの変
異でGlnのアミド基が占める空間配置が異なる
ことも予想されたが，このような微妙な変化はタ
ンパク質の構造全体で吸収してしまう可能性も
あった．実際の結果は，金属の依存性が野生型の
Mn／Fe＝1．4から変異型は3．5に上昇し，作業仮説
の正しさが証明できた．完全なMn依存性SOD
に変異させることはできなかったが，活性金属近
傍に存在するアミノ酸残基の個々の役割を同定で
きたのは，変異酵素を用いた研究で最初の成功例
になった．
　予想以上の成果を上げたのがGly　155　Thrの変
異体である38）．
　P．　g．SODは基本的にFe－SOD型の一次構造
をとり，活性金属近傍の構造はFe－SODと一致
している．それ故，完全なFe依存性活性をもつ
酵素に変異させるために，金属近傍の環境を形成
しているアミノ酸残基まで比較検討の対象を広げ
てみた．この段階では一次構造の比較検討が威力
（A）wild－type （B）G155T－SOD
Tyr35
Gtn70　　－一＿1　　　Asn73
　Fe●㎡H20
…
Trp123　　　　Glyt55
T甲125
Mn．
懸，T…23・f’　…155
帥m
　　、6H20　　　　　　　　　’
〈OH‘）
Trp125
　　　　　（A）
P．g．　SODをcambialisticにしているのはGly　155である。
Mnで再構成した野生型酵素、　Feで再構成したGly　155　Thr変異酵素の結晶化も試みたが，結晶の安定性と質
に問題があり，上の2つの結果が得られた．
　　図7：P．　g．SOD活性中心近傍の水素結合ネットワーク
Feで再構成した野生型酵素；（B）Mnで再構成したGly　155　Thr変異酵素
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を発揮し，後から立体構造のシュミレーションで
変異の是非を検討した．
　理論的には，Gly　155　Thrの変化は保存残基
Trp　123とTrp　125における側鎖のコンフォメー
ション変化を来たし，Leu　72　Trp，　Leu　76　Phe
の協奏的残基置換を招く，と推定された．Gly　155
Thrの分子進化が選択されると，次いでTrp　123
とTrp　125のコンフォメーション変化に由来する
Leu　72　TrpとLeu　76　Pheの残基置換の進化を招
く，という意味である．そこで，Gly　155　Thr，　Leu
72Trp，　Leu　76　Pheの3残基変異体と，　Gly　155
Thrの1残基変異体の2つを作製し，その酵素化
学的性質を検討してみると，Gly　155　Thr変異だ
けで3残基変異とほぼ同様の結果を得た．Feに
対する活性依存性は，Fe／Mn　・O．6から11．2に上
昇し，ほぼ完全なFe－SODに変異させることが
できた．さらに，変異酵素の結晶化にも成功し，
Fe－SODに特異的な活性中心近傍の構造が決定
できた38）．図7は，側鎖がH1原子であるGlyか
らThrのかさ高い側鎖になった場合，保存残基
Trp　123とTrp　125の芳香族側鎖の空間配置を変
化させ，活性中心近傍の水素結合ネットワークに
変化を与えていた構造を示す．その結果，変異酵
素はMnを配位するが酵素活性の発現に支障を
きたす典型的なFe－SODになったと考えられ
る．155位のGlyはMn－SODにおいて，また，
ThrはFe－SODにおいて特徴的な残基であり，
これはSwiss－Protデーターベースで調べる限
り，73種のSOD（古細菌7種，真正細菌37種，
真核生物29種）で当てはまる．即ち，P．　g．　SOD
の155位は，配位子Asp　157の2残基前に位置
し，49種のMn－SODの内39種がGlyであり，24
種のFe－SODの内14種がThrであった．従っ
て，155位にあるGlyが，基本的にFe－SOD型
の一次構造をとるP．　g．SODの中で金属選択性を
寛容にしている，と推察した．
　ジンジバリス菌にとって，環境に応じて2種の
金属を使い分けるため，SODの分子進化を最小
限にとどめたという選択は，炎症惹起後の時間経
過で変化する歯周ポケット内酸化ストレスに対応
するサバイバル戦略として最適であったのであろ
う．
　最近，Ohara　Nら42）は，　P．　g．　SODの発現を促
進する転写活性化因子が，他の菌に見られるスー
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パーオキシド応答性のSoyRではなく，菌体内の
酸化還元電位に応答しているOxyRであると結
論した．このOxyRは，ジンジバリス菌の近縁
種であるBαcteroides∫fragilisのSOD遺伝子に
対して作用を示さず，ジンジバリス菌固有の物と
考えられた．今後，ジンジバリス菌OxyRタン
パク質の酸化還元状態における構造変化が検討さ
れれば，分子状酸素に応答する偏性嫌気性菌の抗
酸化スト1／ス機構がより明確になるであろう．
おわりに
　歯周組織の炎症最前線は，漏出した血液の栄養
を奪おうとする細菌群と防御にあたる宿主側との
戦いが行なわれ，好中球の放つ活性酸素が守るべ
き宿主の組織をも破壊するという荒れた戦場であ
る．ジンジバリス菌が棲息するこの様な環境は，
研究が進むにつれて，いよいよ興味深い場になっ
ている．古細菌に属し，水素・ギ酸・酢酸を基質
として棲息するメタン生成菌が歯垢から検出され
たのは驚きであったが43），最近，歯周疾患部から
も検出され口腔スピロヘータと競争関係を指摘さ
れる44）など，ロ腔疾患における病原体として認識
されてきた感がある45）．歯周ポケット，あるいは
口腔バイオフィルムを，太古の海に始まる嫌気性
生物と好気性生物の酸素を介したサバイバル競争
の場として捉え，競争の歴i史をSODの分子進化
に読む視点を理解して戴ければ幸いである．
　稿を終えるにあたり，総説執筆の機会を下さっ
た，井上勝博教授を長とする本誌編集委員の方々
にお礼を申上げます．筆者の研究には，本学ロ腔
生化学教室研究補助員，武井智子さんのアシスト
が常にありました．この機会に感謝申上げます．
また，文献整理と図の作成は，本学化学教室研究
補助員，倉田あいさんが助けてくれました．併せ
て感謝申上げます．
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